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ABSTRAKT 
 
Tato disertační práce byla věnována vývoji a základnímu testování nového porézního 
elektrochemického detektoru pro průtoková uspořádání, zejména pro průtokovou injekční 
analýzu (FIA) a kapalinovou chromatografii. Hlavní předností tohoto detektoru je snadná obnova 
pracovního materiálu, detektor je tak zejména vhodný pro stanovení silně pasivujících látek. Jako 
pracovní materiál byly v rámci této práce vyzkoušeny mikrokuličky skelného uhlíku a 
mikročástice mědi. 
Nejprve byly otestovány základní elektrochemické vlastnosti detektoru na bázi skelného 
uhlíku při stanovení modelových látek hydrochinonu a hexakyanoželeznatanu draselného 
metodou FIA. Detektor pro obě modelové látky dosahoval vysokého stupně konverze okolo 
100% a je ho tedy možné označit za coulometrický. 
Práce dále představuje možné praktické aplikace detektoru na bázi uhlíku stanovením pěti 
elektrochemicky aktivních látek úzce spjatých s lidským lékařstvím a farmacií – thymolu, 
tyrosinu, sulfamethizolu a vanilmandlové kyseliny (VMA) simultánně s homovanilovou 
kyselinou (HVA). Instrumentální náročnost použitých metod byla postupně navyšována až 
k HPLC stanovení s gradientovým programem. Tím bylo prokázáno, že detektor je možné použít 
v praxi pro všechny běžné aplikace. Pro všechny sledované látky bylo dosaženo obdobných 
limitů detekce jako v případě běžně používaných metod stanovení. Detektor vykazoval lineární 
průběh všech kalibračních závislostí od 100 µmol L–1 do limitu kvantifikace 0,97 µmol L–1 pro 
thymol, 1,60 µmol L–1 pro tyrosin, 0,04 µmol L–1 pro sulfamethizol, 1,31 µmol L–1 pro HVA a 
0,65 µmol L–1 pro VMA. 
Výsledky stanovení tyrosinu byly v rámci této disertační práce dále použity pro porovnání 
detektoru na bázi mikrokuliček skelného uhlíku s detektorem plněným mikročásticemi mědi. 
Klasické elektrochemické stanovení bylo tedy porovnáno s detekcí založenou na 
komplexotvorné reakci. Na tomto porovnání bylo prokázáno, že detektor je kromě skelného 
uhlíku možné s výhodou plnit i kovovými mikročásticemi. 
Výsledky měření tyrosinu na skelném uhlíku byly porovnány s výsledky stanovení alaninu a 
fenylalaninu na mědi. Kalibrační křivky vykazovaly lineární průběh v celém rozsahu pouze při 
jejich vyhodnocení z ploch píků. Lineární dynamický rozsah byl v tomto případě od 
1000 µmol L–1 do limitu kvantifikace – 13,5 µmol L–1 pro alanin a 4,7 µmol L–1 pro fenylalanin.  
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ABSTRACT 
 
The aim of this thesis was development and initial testing of new porous electrochemical 
detector for flow-through arrangements, especially for flow injection analysis (FIA) and liquid 
chromatography. One of the most advantageous properties of the detector is simple renewal of 
working material and thus its suitability for determination of strongly passivating substances. 
Glassy carbon microbeads and copper microparticles were tested as a working material within 
this study.  
Initially, basic electrochemical properties of the glassy carbon-based detector were examined 
by FIA using hydroquinone and potassium ferrocyanide as model substances. For both model 
substances high degree of conversion was achieved (around 100 %), and thus it was concluded 
that glassy carbon-based detector can be considered as coulometric.  
Hereafter, practical application of the carbon-based detector are presented on five 
electrochemically active substances closely related to the human medicine and pharmacy – 
thymol, tyrosine, sulfamethizole and vanillylmandelic acid (VMA) simultaneously determinined 
with homovanillic acid (HVA). Complexity of instrumental arrangement of flow-through 
methods had been increasing consecutively up to the HPLC determination with gradient 
programme. It was proved that the carbon-based detector is suitable for all common practical 
applications. For all above mentioned substances, achieved limits of quantification were in 
compliance with those usually obtained by commonly used methods of determination. Linearity 
of all calibration dependences was observed in whole examined concentration range, i.e. from 
100 µmol L–1 to individual limit of quantification: 0.97 µmol L–1 for thymol, 1.60 µmol L–1 for 
tyrosine, 0.04 µmol L–1 for sulfamethizole, 1.31 µmol L–1 for HVA and 0.65 µmol L–1 for VMA. 
Results of tyrosine determination were further used for the comparison of glassy carbon 
microbeads-based detector and detector filled with copper microparticles. Common 
electrochemical determination was thus compared to the detection based on complexing reaction. 
Possibility of advantageous use of metal microparticles as working material for developed 
electrochemical detector was confirmed. 
Tyrosine results obtained by determination on glassy carbon-based detector were compared 
to results of alanine and phenylalanine determination using copper microparticles-based 
detector. Obtained calibration dependences were linear in whole tested range only in case of peak 
area evaluation. Linear dynamic range was in interval of 1000 µmol L–1 to individual quantitation 
limit – 14.0 µmol L–1 for alanine and 4.7 µmol L–1 for phenylalanine.  
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Seznam použitých zkratek 
AK  aminokyselina 
API  aktivní farmaceutická substance 
CPE  uhlíková pastová elektroda 
CZE  kapilární zónová elektroforéza 
ED  elektrochemická detekce 
FIA  průtoková injekční analýza 
GC  plynová chromatografie 
HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
HVA  homovanilová kyselina 
LoQ  limit kvantifikace 
MS  hmotnostní spektometrie 
RSD  relativní směrodatná odchylka 
RVC  reticular vitreous carbon 
SEM  skenovací elektronová mikroskopie 
VMA  vanilmandlová kyselina 
 
 
 
Seznam použitých symbolů 
A  povrch elektrody 
a sklon logaritmické závislosti rozsahu limitního proudu 
B  konstanta (B = 𝑗𝑠𝐿𝑢0
−2 3⁄
) 
b   konstanta popisující detektor 
c0 počáteční koncentrace analytu  
cL  koncentrace elektroaktivní látky v roztoku při výstupu z porézní elektrody 
𝑐∗̅ bezdimensionální koncentrace nezreagovaného analytu opouštějícího porézní elektrodu 
D  difusní koeficient  
F Faradayova konstanta 
f  radiální koordinát v trubici 
g  poloměr sférické nebo cylindrické částice 
Ilim  limitní proud 
J  difuzní rychlost přenosu hmoty 
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j konstanta difuzního toku přenosu hmoty  
Jc difuzní rychlost přenosu hmoty pro cylindrické částice 
Js difuzní rychlost přenosu hmoty pro sférické částice 
k konstanta, která je funkcí plochy průřezu elektrody, objemu pórů elektrody a zakřivení 
otevřeného prostoru elektrody 
?̅? průměrný koeficient přenosu hmoty 
?̅?c průměrný koeficient přenosu hmoty pro cylindrické částice 
?̅?𝑙 lokální průměrný koeficient přenosu hmoty 
?̅?s průměrný koeficient přenosu hmoty pro sférické částice 
L  celková délka elektrody 
n  počet vyměněných elektronů 
p  vnitřní plocha porézní elektrody 
R stupeň konverze 
r poloměr trubice 
Reff  specifická ohmická resistence 
s  specifická plocha povrchu 
u průtoková rychlost 
u0  průtoková rychlost uprostřed trubice 
v objemová průtoková rychlost 
z bezdimensionální koordinát 
∆ϕ rozdíl potenciálů 
ϕE potenciál pracovního materiálu elektrody  
ϕ  potenciál roztoku 
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1. Úvod 
 
 
Tato disertační práce byla vypracována v rámci dlouhodobého výzkumu v UNESCO 
laboratoři elektrochemie životního prostředí v Praze s cílem vyvinout nový elektrochemický 
detektor s obnovitelnou pracovní náplní na bázi uhlíkových mikročástic a kovových prášků pro 
průtokové metody (zejména průtokovou injekční analýzu (FIA) a vysokoúčinnou kapalinovou 
chromatografii (HPLC)), vyvinout způsob výměny pracovního materiálu a popsat základní 
elektrochemické vlastnosti a možné aplikace tohoto nově vyvinutého detektoru.  
Práce je založena na třech přikládaných vědeckých publikacích [1-3], jednom patentu [4] a 
jednom užitném vzoru [5], které tvoří součást práce jako přílohy I až V (kapitola 6–10). 
Publikace a další práce, které jsou součástí této disertační práce, jsou mezi citacemi zvýrazněny 
podtrženým a tučným formátem textu. 
 
1.1. Výchozí stav studované problematiky 
Stanovení obsahu a čistoty látek v proudu kapalin má celou řadu výhod oproti vsádkovému 
uspořádání. Zejména jde o možnost jejich snadné automatizace a možnost jejich použití v 
kontinuálních provozech. Dominantní postavení v mnoha průmyslových odvětvích má zejména 
HPLC technika, díky tomu jde také o jednu ze zásadních kapitol moderní analytické chemie [6]. 
Kromě HPLC našly průmyslové uplatnění i další průtokové techniky, jako je například FIA, 
která má poměrně nenáročnou instrumentaci a velmi rychlá stanovení [7]. 
Průtokové metody se používají v kombinaci s různými detekčními technikami [6]. Ty lze 
volit dle chemických vlastností stanovované látky nebo dle druhu matrice. Na druhou stranu 
jsou na použité detektory kladeny vysoké nároky. Klíčová je zejména citlivost, 
reprodukovatelnost a linearita odezvy detektoru [6]. Kromě těchto základních analytických 
parametrů je dále nezbytné zohlednit i ekonomickou stránku věci, přesnost, rychlost odezvy a 
v případě stanovení analytu v komplikovaných matricích i selektivitu stanovení. Všechny výše 
zmíněné požadavky splňují velmi dobře elektrochemické detektory [8-11]. 
Elektrochemická účinnost (stupeň konverze) běžných detektorů je však poměrně nízká, 
méně než 30 %, zejména v případech amperometrických technik. Coulometrické detektory, 
Kapitola 1  Úvod 
 
10 
kterým je věnována tato disertační práce, dosahují výrazně vyšších hodnot blížících se 100%. 
To však ještě není zárukou vyšší citlivosti coulometrických detektorů v porovnání 
s amperometrickými. Coulometrické detektory totiž mnohdy trpí vyšším proudem pozadí. 
Odstranění tohoto nedostatku lze dosáhnout konstrukcí detekčních cel s nízkým vnitřním 
objemem a rozměry. V nich obsažená pracovní elektroda zároveň musí mít velkou aktivní 
plochu nezbytnou pro úplnou elektrochemickou přeměnu analytu v krátkém časovém 
úseku [12-17].  
Tyto požadavky nejlépe splňují coulometrické detektory s pracovní elektrodou z porézních 
materiálů [18, 19]. Teoretické, a i praktické aspekty porézních elektrod jsou za více než 60 let 
jejich používání dobře prostudovány [6, 20-24] a je jim věnována třetí kapitola této disertační 
práce.  
Na druhou stranu nejsou porézní materiály zcela vhodné pro stanovení silně pasivujících 
látek a vzorků s komplikovanou matricí. Reaktivace pasivovaného povrchu pracovní elektrody 
mechanickým čistěním je totiž nemožná a chemická nebo elektrochemická reaktivace je 
poměrně náročná a mívá jen nízkou účinnost [25, 26]. Problematika pasivace je blíže popsána 
v kapitole dva této disertační práce. Pokud již dojde k pasivaci porézní elektrody, je v mnoha 
případech jedinou možností úplná výměna pracovního materiálu. Ta bývá však poměrně časově 
a ekonomicky náročná. Jedním z možných řešení tohoto problému je tvorba pracovní elektrody 
z práškového materiálu, která je někdy označována jako technika obnovitelného povrchu (z 
anglického renewable surface techniques) [27]. Tato problematika je řešena ve čtvrté kapitole 
této disertační práce. 
Porézní detektory jsou sice nejčastěji připravovány z materiálů na bázi uhlíku, je však možné 
je připravit i z kovových mikročástic, například z mědi. Měď je z elektrochemického hlediska 
velmi zajímavým materiálem. Její pomocí lze stanovovat některé látky, jejichž struktura 
neobsahuje elektrochemicky aktivní skupinu. Proudová odezva měděné pracovní elektrody je 
dána vznikem komplexu sledované látky s měďnatými ionty uvolňovanými rozpouštěním 
pracovního materiálu [6, 28]. Stanovení organických látek pomocí této techniky je podrobně 
rozebráno v kapitole pět této disertační práce. 
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1.2. Cíl práce 
Cílem této disertační práce je vyvinout nový coulometrický průtokový detektor s porézní 
pracovní elektrodou na bázi skelného uhlíku s obnovitelným pracovním materiálem pro 
stanovení látek v průtokovém uspořádání, zejména pak pro HPLC. Základní konstrukce 
detektoru vychází z konceptu představeného v rámci mé diplomové práce [29], kde ale nebylo 
dosaženo uspokojivého stupně konverze a detektor nebylo možné označit za coulometrický.  
Druhým cílem práce je úprava vyvinutého konceptu s cílem nahradit skelný uhlík, jakožto 
pracovní materiál, mědí. Modifikovaný detektor bude použit ke stanovení aminokyselin na 
základě jejich komplexační reakce. Popis obou konstrukcí a jejich základní elektrochemické 
parametry jsou v rámci této disertační práce diskutovány v kapitole šest. 
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Jak bylo popsáno v úvodu této disertační práce, elektrochemické detektory mají celou řadu 
vlastností, které z nich dělají vhodné kandidáty pro použití v průtokovém uspořádání. Jde 
například o vysokou selektivitu stanovení. Ta je výhodná zejména při analýze vzorků 
s komplikovanou matricí, kde významně ulehčuje optimalizaci separace.  
Selektivitu lze ale považovat i za určitý nedostatek elektrochemických detekčních technik, 
jelikož vzhledem k ní je nelze použít jako univerzální detektory. Dalším problémem 
elektrochemických detektorů je nutnost přizpůsobit volbu materiálu pracovní elektrody danému 
analytickému problému. Elektrodový materiál musí být kompatibilní s mobilní fází, musí mít 
dostatečně široké potenciálové okno, dlouhodobou stabilitu odezvy a odolnost proti stárnutí 
elektrody a pasivaci. 
Po každé analýze dochází ke změně povrchu a obecně tedy lze říci, že každá další analýza 
na jakékoliv elektrodě je zatížena jejím předchozím použitím neboli její historií. Tento proces 
je někdy označován jako stárnutí elektrod [1-4]. Velký vliv zde hrají zejména produkty 
elektrodové reakce, které mohou zůstávat na povrchu pracovní elektrody, kde mohou tvořit film 
nebo polymerní struktury. Některé elektrodové materiály, jako například měď, mohou být při 
analýze dokonce rozpouštěny. Změna povrchu elektrody je tedy Achillovou patou všech tuhých 
elektrod a zejména pak elektrod porézních [5, 6]. 
Na povrch elektrody má vliv stanovení jakékoliv látky, existují ale skupiny látek, například 
aminy [7] a fenoly [8], jejichž vliv je výraznější a jejichž reakční produkty mnohdy zapříčiňují 
významný pokles signálu detektoru až k jeho úplné pasivaci.  
Aminy a fenoly jsou látky běžně stanovované v průtokovém uspořádání, které je obecně 
více vhodné pro stanovení látek podléhajících oxidačním procesům. Redukce je v průtokovém 
uspořádání komplikována interferencí rozpuštěného kyslíku. Při průtokovém uspořádání jsou 
produkty elektrochemické reakce rychle odnášeny od povrchu elektrody, což má za následek 
snížení vlivu pasivace [9-11]. To ale, zejména v případě silně pasivujících látek, mnohdy není 
dostatečná ochrana proti poklesu signálu a nedochází ani k úplné eliminaci stárnutí elektrody. 
Toho je možné dosáhnout pouze úplnou výměnou pracovního materiálu.  
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Vzhledem k tomu, že tato disertace je věnována technikám obnovitelných pracovních 
materiálů, byly pro stanovení vybrány látky s významným vlivem na historii elektrod. Všechny 
stanovované látky dále spojuje jejich vztah k lidskému lékařství a zdraví, z čehož vyplývá i 
nepopíratelná důležitost jejich rychlého a ekonomického stanovení, ať jde o farmacii 
(sulfamethizol a thymol), diagnostiku nádorů (homovanilová kyselina (HVA) a vanilmandlová 
kyselina (VMA)) nebo základní biochemické stavební kameny organizmu (aminokyseliny 
(AK)). 
Příloha číslo jedna této disertační práce je věnována stanovení aktivní farmaceutické 
ingredience (API) sulfamethizolu (amin) a pomocné léčebné látky thymolu (fenol) za použití 
průtokového porézního detektoru ze skelného uhlíku. Obě tyto látky, dle literatury, tento 
pracovní materiál silně pasivují [12, 13]. 
Sulfamethizol je bílý až nažloutlý krystalický prášek [14, 15]. Jde o sulfonamidové 
antibiotikum, tedy antibakteriální chemoterapeutikum používané proti bakteriálním infekcím. 
Sulfamethizol se používá v lidském i veterinárním lékařství [16-21]. V lidském lékařství se 
používá například v urologii při rychlé léčbě močových cest člověka proti Escherichia coli [22, 
23]. Sulfamethizol je vylučován močí během prvních šesti hodin od podání, přičemž 10 % 
sulfamethizolu je vylučováno v acetylované formě [23]. Vzhledem k vysokému stupni použití 
se sleduje i jeho koncentrace v přírodním prostředí, kde se podílí na vzniku forem bakterií 
odolných vůči antibiotikům [24-26]. 
Pro stanovení sulfamethizolu v potravinách živočišného původu se nejčastěji používá 
HPLC s hmotnostní detekcí (MS) [20, 26-28], HPLC s elektrochemickou detekcí (ED) za 
použití pastové elektrody (CPE) [29] a HPLC s fluorescenční detekcí, kde je však nezbytná 
postkolonová derivatizace [17]. Dále se běžně používá kapilární zónová 
elektroforéza (CZE) [30]. Limity kvantifikace těchto metod jsou shrnuty v tabulce 2.1. 
Thymol je derivát monoterpenů a má antibakteriální a antiseptické účinky [31]. Vyskytuje 
se v mnoha bylinách, například v dobromyslu obecném (Origanum vulgare), v mateřídoušce 
obecné (Thymus vulgaris) atd [32, 33]. Ve farmacii se thymol používá jako pomocná látka 
v sirupech, kapkách, čajích a potravinových doplňcích [15]. Kromě vnitřního použití se používá 
i v zubním lékařství a zubní hygieně a k ošetření kůže, kde potlačuje růst bakterií a hub [34]. 
Thymol se používá i jako insekticid proti moskytům [35]. 
Thymol se běžně stanovuje celou řadou analytických metod, například HPLC–UV [36, 37], 
plynová chromatografie (GC) s detektorem MS [38], HPLC–ED [12, 39], GC s plamenným 
ionizačním detektorem (FID) [40] a diferenční pulsní voltametrií [41]. Limity kvantifikace 
těchto metod jsou shrnuty v tabulce 2.1. 
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Třetí příloha této práce je věnována vývoji nové metody stanovení biomarkerů HVA a 
VMA v lidské moči. HVA a VMA samy o sobě nepasivují pracovní materiál ze skelného 
uhlíku, ale jejich stanovení probíhá v biologických vzorcích s komplikovanou matricí.  
HVA a VMA jsou důležité biomarkery sledované v lidském lékařství. Jde o finální produkty 
metabolismu katecholaminů, HVA je hlavní metabolit epinefrinu a VMA dopaminu [42]. 
Katecholaminy jsou neurotransmitery a hormony. Jejich nadprodukce je spojena s některými 
závažnými metabolickými [43] a neurologickými [44-46] onemocněními. Příkladem může být 
Menkesova choroba [47, 48] nebo nádorová onemocnění [49]. 
Abnormální hladinu těchto kyselin je tedy z diagnostických důvodů monitorována v moči, 
krevní plazmě, v mozkové tkáni a cerebrospinální tekutině. Následná diagnostika na základě 
nestandardních hladin HVA a VMA má dle studií vysokou citlivost mezi 66 až 100 % a 
specificitu vetší než 99 % [50]. Vliv na hladinu má i fáze nádorového onemocnění, přičemž 
pacienti v pokročilejších fázích onemocnění jsou náchylnější k abnormálním hladinám 
sledovaných biomarkerů [51, 52].  
Pro stanovení HVA a VMA se běžně používá HPLC–ED s porézním grafitem [53]. Dále 
se používají elektrody ze skelného uhlíku [54-57] a diamantová elektroda [58, 59]. Kromě 
elektrochemických metod se dále používá CZE [60-62], GC [50] a HPLC–MS [51, 52]. Limity 
kvantifikace těchto metod jsou shrnuty v tabulce 2.1. 
Příloha čtyři je věnována stanovení AK alaninu na porézním detektoru na bázi mikročástic 
mědi. V tomto případě nedochází k přímé elektrochemické přeměně stanovované látky. K 
tomu, aby byla látka elektrochemicky aktivní, nemusí tedy sama podléhat oxidaci nebo redukci, 
stačí, když se bude účastnit elektrodové reakce, kterou v tomto případě představuje vznik 
komplexu s centrálním atomem mědi a stanovovanou látkou ve formě ligandu [10]. Pracovní 
materiál je při vkládaném potenciálu postupně rozpouštěn, což lze považovat za stárnutí 
elektrody vyžadující periodickou obnovu, stejně jako pasivovaný skelný uhlík v předešlých 
kapitolách.  
V páté příloze této disertační práce je stanovení na základě komplexotvorné reakce mědi 
dále rozvíjeno na příkladu AK fenylalaninu a tyrosinu. V této příloze je navíc uvedeno 
porovnání obou pracovních materiálů (mědi a skelného uhlíku). Na skelném uhlíku fenylalanin 
nelze stanovit, jelikož neobsahuje elektrochemicky aktivní skupinu. Za tímto účelem byla 
vyvinuta metoda stanovení tyrosinu, strukturně velmi podobné látky jako je fenylalanin. Ten je 
již nicméně v důsledku přítomnosti fenolické skupiny schopen přímé oxidace. Také v případě 
tyrosinu byla pozorována silná pasivace, a i zde se tedy osvědčila snadná obnovitelnost 
elektrodového materiálu. 
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AK obecně jsou nesmírně široká skupina látek. Existuje více než 200 druhů AK, z nichž je 
25 součástí jednotlivých proteinů a základem bílkovin, takzvané proteinogenní AK [63-66]. 
AK jsou kromě funkce základních stavebních kamenů bílkovin nezastupitelné i při tvorbě 
enzymů a biologicky aktivních molekul neurotransmiterů [65]. 
Tyrosin a fenylalanin mají velmi podobnou strukturu, liší se pouze fenolickou skupinou na 
aromatickém jádře [67]. Tomu odpovídají i obdobné chemické vlastnosti a jejich výskyt. 
Tyrosin má díky fenolické skupině slabě kyselé vlastnosti [67] a běžně se vyskytuje v 
potravinách bohatých na bílkoviny, zejména pak v rybím a drůbežím mase, dále je obsažen 
v ořechách a také v avokádu. Používá se i v potravinových doplňcích. 
Fenylalanin je esenciální AK, která opět obsahuje aromatické jádro. Má však na rozdíl od 
tyrosinu nepolární postranní řetězec. Vyskytuje se hojně v hovězím mase, ořechách, tofu a 
kvasnicích. Je součástí běžných potravinových doplňků [63]. 
Alanin na rozdíl od obou předchozích AK neobsahuje benzenové jádro; na jeho místě má 
methylovou skupinu, což z něj dělá jednu z nejjednodušších a nejobvyklejších AK. Alanin je 
významným meziproduktem mnoha metabolických drah a zprostředkovává alaninový cyklus 
[68]. Alanin je součástí všech bílkovinných pokrmů, jako jsou například vajíčka, mléko, maso 
a mořské plody. Vysoký obsah je opět v kvasnicích a ořechách. Dále ho lze najít v luštěninách, 
obilí a hnědé rýži. [69, 70]. 
Aminokyseliny příliš neabsorbují ultrafialové záření a v případě HPLC–UV je tedy nutná 
jejich derivatizace [71]. Bez derivatizace jsou některé z nich stanovovány metodou HPLC–MS 
[72-75], popřípadě elektrochemicky na základě jejich přímé oxidace na platinové elektrodě [76-
80], elektrodě ze skelného uhlíku, diamantové elektrodě [81] a CPE. Nebo jsou stanovovány 
měděnými elektrodami na základě komplexotvorných reakcích [82-85]. Limity kvantifikace 
vybraných metod jsou shrnuty v tabulce 2.2. 
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Tabulka 2.1 Přehled vybraných prací zabývajících se stanovením studovaných látek a jejich 
LoQ 
Stanovovaná látka Technika stanovení LoQ Citace 
sulfamethizol HPLC–MS 2,67 ng g–1 [28] 
 HPLC–ED 0,14 µmol l–1  [29] 
 HPLC–MS 20,00 ng g–1 [26] 
 HPLC–fluorescenční 1,00 ng g–1  [17] 
 CZE 10,39 ng ml–1  [30] 
thymol HPLC–UV 5,00×102 ng ml–1  [37] 
 HPLC–UV 6,67×102 ng ml–1  [36] 
 HPLC–ED 4,67×101 ng ml–1  [39] 
 HPLC–ED 0,66 µmol l–1 [12] 
 GC–FID 6,23×106 ng ml–1  [40] 
 Dif.pulsní voltametrie 1,33×102 ng ml–1  [41] 
HVA a VMA HPLC–ED 1×10–5 a 1×10–5 ng ml–1  [53] 
HVA HPLC–ED 2,33×10–3 µmol l–1  [57] 
HVA HPLC–ED 1,33 µmol l–1  [59] 
HVA HPLC–MS 6,23×10–2 µmol l–1 [54] 
HVA a VMA CZE 1,17×103 a 6,00×102 µmol l–1 [86] 
 
 
 
 
Tabulka 2.2 Přehled vybraných prací zabývajících se stanovením studovaných AK a jejich 
LoQ 
Stanovovaná 
látka 
Technika 
stanovení 
Elektrodový 
materiál 
LoQ Citace 
Tyrosin HPLC–MS – 0,6 ng ml–1  [85] 
 HPLC–ED platina 5,33×105 µmol [76] 
 Diferenční 
pulsní 
voltametrie 
diamant 1 µmol l–1  [81] 
 HPLC–ED měď 16,3 ng [85] 
Fenylalanin HPLC–MS – 3,33×102 µmol [72] 
 HPLC–ED měď 6,33 ng [85] 
   1,1 µmol l–1  [83] 
Alanin HPLC–MS – 1,67×106 µmol [72] 
 HPLC–MS – 5 µmol l–1 [87] 
 HPLC–UV – 21,9 µmol l–1 [71] 
 HPLC–ED měď 30,0 ng [85] 
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3. Průtokové porézní detektory 
 
 
Porézní detektory se používají již více než 60 let a za tuto dobu vznikla celá řada teoretických 
modelů popisujících jejich základní elektrochemické vlastnosti. Hlavní předností těchto 
detektorů je velký aktivní povrch, při zachování nízkého objemu pracovní cely. Velký aktivní 
povrch je zárukou úplné elektrochemické přeměny stanovované látky a nízký objem pracovní 
cely má zásadní dopad na základní elektrochemické vlastnosti, zejména na proud pozadí. To 
dělá tyto detektory vhodnými kandidáty pro měření v průtokovém uspořádání [1-4]. Ze začátku 
však tyto detektory bojovaly s nízkou účinností, která omezovala jejich praktické použití [5].  
Porézní elektrody pro měření v průtokovém uspořádání byly poprvé představeny v roce 
1957 [6], v následujících letech došlo k popisu jejich základních experimentálních a 
teoretických aspektů [7-10]. Hlavním motorem jejich rozvoje byla potenciální praktická 
aplikace v kontinuálních průmyslových procesech [11-15]. 
Až následně bylo navrženo použití porézních elektrod pro coulometrická stanovení 
v průtokovém uspořádání [16-19]. Pro přípravu porézních elektrod byla následně použita celá 
řada elektrochemických materiálu, zejména pak uhlík [7, 19-30], porézní kovy [31-33] a 
kovové částice [5, 34] jako platina [18] nebo stříbro [35]. Použití porézních elektrod přinášelo 
oproti dříve používaným elektrodám výrazné zkrácení doby analýzy a tím došlo k potlačení 
nežádoucích sekundárních elektrochemických reakcí [36, 37]. 
Celá řada autorů v čele s profesorem Siodou se pro tyto elektrody snažila odvodit matematický 
model popisující limitní proud, při kterém porézní elektrody pracují s nejvyšší 
elektrochemickou účinností [5, 38, 39]. Tyto práce vycházely z různých teoretických 
zjednodušení, a proto nejsou zcela přesné. Mnoho prací ověřuje teoretické vztahy porovnáním 
s výsledky experimentálních pozorování [40-43]. 
Většina prací se navzájem rozvíjí a doplňuje, ačkoliv v některých případech se podařilo 
poukázat i na předcházející omyly [3, 5, 8, 10, 42, 44-53]. Všichni tyto autoři však dohromady 
položili silný teoretický základ, který umožnil rozmach porézních elektrod v analytické chemii. 
Jedna z prvních rovnic popisujících limitní proud vycházela z hodnocení voltametrických 
křivek redukce hexakyanoželeznatanu, naměřených při různých průtokových rychlostech 
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nosného roztoku KCl. Sklon naměřené křivky odpovídal výměně jednoho elektronu difuzí 
řízeného procesu. V závislosti na narůstající průtokové rychlosti docházelo k snížení proudové 
odezvy: 
𝐼𝑙𝑖𝑚~𝑣
𝑎,           (1) 
kde v je objemová průtoková rychlost roztoku a a je sklon výše popsané logaritmické 
závislosti rozsahu limitního proudu na rychlosti průtoku. [5]. 
Tato rovnice je pro matematický popis porézních rovnic nedostačující, jelikož uvnitř pórů 
elektrody se vyskytuje potenciálový gradient, koncentrační gradient (analytu a produktu 
chemické rovnice) a gradient hustoty proudu. Elektrochemický proces je dále popsán lokálním 
rozdílem mezi potenciálem pracovního materiálu elektrody a potenciálem roztoku, který je 
charakterizován následujícím vztahem [5, 8]: 
∆𝜑 = 𝜑𝐸 − 𝜑.          (2) 
Z těchto základních úvah a rovnice (2) lze matematicky odvodit jednu z prvních přesnějších 
rovnici popisujících limitní proud [39]: 
𝐼𝑙𝑖𝑚 = 𝑛𝐹𝑐0𝑣 [1 − 𝑒𝑥𝑝
(−𝑏𝑎(1−𝑝)𝑣(𝑝−1)𝐿)],       (3) 
kde n je počet vyměněných elektronů, F je Faradayova konstanta, c0 je počáteční koncentrace 
analytu, b je konstanta popisující detektor, p je vnitřní plocha porézní elektrody a L je celková 
délka elektrody. 
Z předchozích základních rovnic lze při zahrnutí vlivu disperze [54] odvodit základní rovnici 
pro stupeň konverze [5, 55]: 
𝑅 =
𝐼𝑙𝑖𝑚
𝑛𝐹𝑐0𝑣
.           (4) 
Na základě experimentálních pozorování bylo odvozeno, že pro dosažení vysoké účinnosti 
porézních elektrod (tedy dosažení vysokého stupně konverze) je nutné znát lokální distribuci 
potenciálu pracovního materiálu a distribuci potenciálu celé pracovní elektrody. Díky znalosti 
distribuce potenciálu lze zabránit vylučování nežádoucích iontů uvnitř elektrody [16]. 
Distribuci potenciálu je možné odvodit z rovnice (2) za předpokladu konstantního potenciálu 
pracovního materiálu elektrody s nízkým odporem [51]: 
∆𝐸 = 𝑅𝑒𝑓𝑓
𝐼𝑙𝑖𝑚𝐿
𝑝
{1 − 𝑅−1 − [𝑙𝑛(1 − 𝑅)]−1},      (5)  
kde Reff je specifická ohmická resistence. 
Z rovnice (5) vyplývá, že hlavní vliv na pokles potenciálu v roztoku mezi oběma konci 
porézní elektrody má limitní proud a stupeň konverze. 
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Předcházející popis stupně konverze je vhodnější používat pro popis průtokové elektrolýzy. 
Pro coulometrická stanovení je přesnější vycházet ze stupně konverze definovaného 
následujícím vztahem [39]:  
𝑅 = 1 −
𝑐𝐿
𝑐0
,          (6) 
kde cL je koncentrace elektroaktivní látky v roztoku při výstupu z porézní elektrody o 
délce L. Z této rovnice lze totiž odvozovat minimální délku pracovní elektrody nezbytnou pro 
plnou elektrochemickou přeměnu sledované látky. Nezbytná délka elektrody roste 
s průtokovou rychlostí. V praxi tedy lze použít vyšší průtokové rychlosti k potlačení 
nežádoucích sekundárních elektrochemických reakcí. Shrnutím závěrů vyplývajících z rovnice 
(6) je, že pro úplnou přeměnu sledované látky je nezbytné, aby byl čas difuze analytu kratší než 
jeho doba strávená v póru elektrody [33, 38].  
Základní teoretický popis porézních elektrod byl zásadní pro zlepšení jejich účinnosti a 
přispěl tak k rozmachu jejich aplikačních možností. Dalšímu rozvoji použití těchto elektrod 
pomohlo roku 1979 představení nového elektrochemického materiálu– “reticulated vitreous 
carbon“ (RVC) [23, 56] a nové analytické techniky – FIA [57].  
Jejich představení se pozitivně promítlo i do dalšího rozvoje nových teoretických modelů 
věnovaných účinnosti porézních elektrod. Tyto práce budou rozebrány podrobněji, protože byly 
použity pro popis základních elektrochemických vlastností coulometrického detektoru 
vyvíjeného v rámci této disertační práce. 
Teoretický model vychází z parabolické distribuce průtokové rychlosti. Tento model je 
zásadní, jelikož pomohl matematicky popsat některé konstanty, které byly v dřívějších pracích 
získávány výhradně experimentálně. V porézních elektrodách se uplatňuje vliv laminárního 
proudění. Pro porézní elektrody s velkým vnitřním objemem, jako například elektrody na bázi 
RVC, lze předpokládat jeho parabolický profil [3]. Porézních elektrodu můžeme tedy teoreticky 
rozdělit na jednotlivé separované úzké kanálky, z nichž každý je popsán vlastní průtokovou 
rychlostí na základě parabolické distribuce průtokové rychlosti v prázdné trubici dle základního 
vztahu: 
𝑢 = 𝑢0(1 − 𝑓
2 𝑟2⁄ ),         (7) 
kde u0 je průtoková rychlost uprostřed trubice, f je radiální koordináta v trubici a r je poloměr 
trubice. Z této rovnice lze odvodit vztah pro průměrnou bezdimensionální koncentraci 
nezreagovaného analytu opouštějícího porézní elektrodu: 
𝑐∗̅ = 4 ∫ 𝑧(1 − 𝑧2)𝑒𝑥𝑝
[−𝐵(1−𝑧2)
−2 3⁄
]𝑑𝑧
1
0
,      (8) 
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kde z je bezdimensionální koordinát a konstanta B = 𝑗𝑠𝐿𝑢0
−2 3⁄
, kde s je specifická plocha 
povrchu a j je konstanta difuzního toku přenosu hmoty. 
Integrál z rovnice (8) nelze řešit analyticky. Je ale možné ho řešit matematicky pro různé 
hodnoty konstanty B. Tento model slouží k popisu elektrod s čistě laminárním prouděním. 
V porézních elektrodách je přítomno i radiální míchání roztoku. To je způsobeno samotnou 
elektrodou, difuzí a radiálním gradientem koncentrace hnaného samotnou elektrochemickou 
reakcí. Pro přesnější výpočty je nezbytné zahrnout novou konstantu k, která je funkcí plochy 
průřezu elektrody, objemu pórů elektrody a zakřivení otevřeného prostoru elektrody. 
Na základě konstanty k lze odvodit: 
𝐵 = 𝐵∗𝑣−2 3⁄ = 2−2 3⁄ 𝑗𝑠𝐿𝑘−2 3⁄ 𝑣−2 3⁄ .        (9) 
Po dosazení takto popsaného parametru B do rovnice (8) je získán vztah závislosti 𝑐∗̅ na 
průtokové rychlosti [3]: 
𝑐∗̅ = 4 ∫ 𝑧(1 − 𝑧2)𝑒𝑥𝑝
[−𝐵∗𝑣−2 3⁄ (1−𝑧2)
−2 3⁄
]𝑑𝑧
1
0
      (10)  
a dále dosazením rovnice (10) za 𝑐∗̅ do rovnice (6) získáváme vztah pro stupeň konverze při 
parabolické distribuci průtokové rychlosti: 
1 − 𝑅 =
𝑐𝐿
𝑐0
= 𝑐∗̅.          (10) 
Stupeň konverze lze dále také velmi dobře odvodit na základě konstanty přenosu hmoty pro 
cylindrické a sférické částice. Difuze pro sférické a cylindrické částice v toku kapaliny je 
matematicky dobře popsána [42]. Porézní elektrody připravené na základě malých částic [33, 
55] nebo mající malé póry [58] mají výrazně vyšší hodnoty přenosu hmoty, než bylo dříve 
teoreticky předpokládáno. Tento nárůst neodpovídá pouhému nárůstu aktivního povrchu 
pracovní elektrody. Z toho vyplývá, že v těchto případech musí mít na zvýšení přenosu hmoty 
vliv další faktor. Tato pozorování jsou podpořena závěry výzkumu mikroelektrod, které jsou 
charakterizované vysokými hodnotami specifického přenosu hmoty, které by mohlo být 
způsobeno vlivem disperze [59]. 
V porézních elektrodách je distribuce rychlosti toku závislá na objemu pórů, délce elektrody 
(ve směru toku) a na vkládaném průtoku. Skutečný profil toku bude tedy spíše někde mezi 
tokem parabolickým a tokem postupným (plug–flow). Pro základní výpočty je model založený 
na postupném toku zcela dostačující a celkový difuzní rychlost přenosu hmoty pro sférické a 
cylindrické částice je v tomto případě dán následujícími vztahy [42]: 
𝐽𝑆 = 7,84𝑐0𝐷
2 3⁄ 𝑢1 3⁄ 𝑔4 3⁄  a        (11) 
𝐽𝐶 = 4,585𝑐0𝐷
2 3⁄ 𝑢1 3⁄ 𝑔1 3⁄ 𝑙,        (12) 
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kde c0 je koncentrace sledované látky (mol cm–3), D je difusní koeficient a g je poloměr sférické 
nebo cylindrické částice. 
Pro použití rovnice (11) a (12) je nezbytné jejich převedení na výpočet koeficientu přenosu 
hmoty dle vztahu: ?̅? = 𝐽 𝑐0𝐴⁄ , kde A je povrch elektrody, který lze pro uvažované částice 
snadno vypočíst a následně použít k odvození vztahu: 
𝑘𝑆̅̅ ̅ = 0,624𝐷
2 3⁄ 𝑢1 3⁄ 𝑎𝑔−2 3⁄  a        (13) 
𝑘𝐶̅̅ ̅ = 0,730𝐷
2 3⁄ 𝑢1 3⁄ 𝑔−2 3⁄ .        (14) 
Výsledný průměrný koeficient přenosu hmoty lze následně použít k výpočtu některých 
fyzikálních charakteristik pracovní elektrody z experimentálně zjištěného vztahu pro stupeň 
konverze: 
𝑅 = 1 − 𝑒𝑥𝑝(−?̅?𝑙𝑠𝐿 𝑢⁄ ),         (15) 
kde ?̅?𝑙 je lokální průměrný koeficient přenosu hmoty. Všechny v této kapitole popsané 
teoretické modely byly klíčem k vývoji nových a účinnější coulometrických detektorů. Na 
jejich základě stojí například nové konstrukce detektorů na bázi RVC [23, 60-62], popřípadě 
jiných materiálů [63]. V této disertační práci byly zejména pak poslední dva představené 
modely použity pro popis základních elektrochemických vlastností nově představeného 
detektoru, které jsou rozebrány v kapitole 6 této disertační práce (Příloha č.2). 
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4. Detektory s obnovitelným pracovním materiálem 
 
 
Kapitola 2 této disertační práce je částečně věnována problému pasivace a historie elektrod. 
Ty jsou považovány za jednu z hlavních slabin elektrochemických detektorů. V případě 
porézních detektorů jde o ještě palčivější problém a v průtokovém uspořádání jde o hlavní 
překážku automatizace. [1].  
Pro boj proti historii a pasivaci elektrody je možné použít některé techniky a materiály, 
například rtuťovou kapkovou elektrodu, jejíž velký úspěch byl zapříčiněn právě periodickou a 
reprodukovatelnou obnovou pracovního materiálu [2, 3].  
Snadnou obnovu povrchu přináší i CPE [4, 5], spojena se snahou na jejím základě připravit 
kapkovou elektrodu [6]. Diamantová elektroda vykazuje vyšší odolnost proti pasivaci, 
související s parafinickým charakterem jejího povrchu, na němž se polární látky hůře 
adsorbují [2, 7-12]. 
Klasické pevné elektrody z ušlechtilých kovů a uhlíkových materiálů je možné mechanicky 
čistit broušením a leštěním [13-15]. Tato technika obnovy povrchu však vyžaduje demontáž 
pracovní cely a mnohdy má nízkou reprodukovatelnost. Další možností je zapojení čistících 
elektrochemických cyklů (oxidačních nebo redukčních) [16, 17]. Čistící cykly však nejsou vždy 
zcela účinné [14]. Žádná z technik obnovy tuhých elektrod tedy zcela neřeší problém jejich 
historie. 
V případě porézních elektrod je obnova povrchu ještě více limitována, jelikož mechanická 
obnova není z důvodu jejich konstrukce prakticky možná a elektrochemické čistící cykly mají 
jen velmi nízkou účinnost. Pasivovanou porézní elektrodu je pak mnohdy nezbytné zcela 
vyměnit, což je jednak finančně náročné a jednak opět vyžaduje komplikovanou manipulaci 
s detekční celou a tím znemožňuje automatizaci měření. 
Automatizace je v dnešním průmyslu klíčová. Jediná technika obnovy pracovního materiálu 
představená v této kapitole, kterou lze snadno automatizovat, je rtuťová kapková elektroda, ale 
od jejího použití, jakožto toxického materiálu, se ustupuje. Proto jsou pro průmyslovou aplikaci 
zajímavé techniky, které umožňují snadnou a automatizovatelnou obnovu povrchu pracovního 
materiálu. 
Kapitola 4                                                       Detektory s obnovitelným pracovním materiálem 
 
32 
Možnost automatizovatelné a reprodukovatelné obnovy elektrody byla představena týmem 
profesora Růžičky [18, 19]. Jde o techniku obnovy povrchu založenou na tvorbě porézní 
elektrody z mikročástic pracovního materiálu. Pro tuto techniku byla připravena speciální 
průtoková cela nazvaná “jet–ring“. Její konstrukce vychází z takzvané “fountain cell“ [20] pro 
optická měření v proudící kapalině.  
Jet–ring cela nebyla však hned použita jako elektrochemický detektor. Původně byla 
aplikována pro průtokovou injekční spektroskopii a mikroskopii suspenzí na obnovitelném 
povrchu při studiu buněk (erytrocytů a lymfocytů), které byly na obnovitelné mikročástice 
zachytávány [21]. Kromě toho byla představena pro celou řadu dalších aplikací [22-27], z nichž 
za zmínku stojí zejména koncept separace na obnovitelné mikro–koloně [28]. 
Až nakonec byla jet–ring cela použita přímo pro elektrochemická měření. Nejprve byla 
otestována jako amperometrický detektor řešící problém pasivace při práci v komplikovaných 
organických matricích jako například pivo a víno [29]. Později byla použita i pro 
elektrochemické stanovení glukosy technikou sekvenční injekční analýzy [30].  
Všechny výše zmíněné techniky průtokových analýz na mikročásticích začaly být posléze 
označovány jako nová analytická technika nazvaná “bead injection“ [28, 31]. 
Konstrukce jet–ring cely je poměrně jednoduchá. Tělo detektoru je tvořeno z PVC kapiláry 
s vnitřním průměrem 0,8 mm, která je usazena v těle z hliníku a nerezové oceli. Na výstupu 
kapiláry je kolmo umístěna pohyblivá záslepka s kontaktem pro pracovní materiál a pomocnou 
elektrodu. Kontakt na bázi nerezové ocelové trubičky o vnitřním průměru 0,76 mm je pružinou 
tlačen proti nashromážděnému pracovnímu materiálu uvnitř jet–ring cely. Pomocná elektroda 
vyrobená z nerezové oceli je opatřena na své špičce teflonovou trubičkou, která zabraňuje 
vzniku zkratu [29]. Záslepka dále slouží k zachycení částic pracovního materiálu uvnitř 
detektoru.  
Mezi záslepkou a kapilárou je ponechán nepatrný prostor, jehož velikost může být dle potřeb 
měněna. Při plnění elektrody je tento otvor nastaven na 20–50 % průměru použitých 
mikročástic pracovního materiálu [26], díky tomu je kruhový prostor u ústí kapiláry postupně 
zaplňován mikročásticemi. Centrální oblast je zaplněna jako poslední. Cela je tedy založena na 
radiálním toku skrz úzkou skulinu ve tvaru prstence mezi přívodní kapilárou a na ni kolmou 
záslepkou.  
Plnění detektoru je prováděno tokem nosného roztoku suspenzí obsahující přesně 
definované množství částic potřebných pro zaplnění celého prstencového prostoru pracovní 
cely.  
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V detektoru je vytvořena vrstva pracovního materiálu s výškou 0,75 mm, celková hmotnost 
materiálu je zhruba 0,5 mg. Použité vodivé částice tvoří třídimensionální porézní průtokovou 
elektrodu [29]. Množství pracovního materiálu může být změněno použitím jiného objemu 
suspenze při plnění detektoru. Pro plnění, v případě amperometrické detekce, byly použity 
sférické částice skelného uhlíku, které byly doplněny Tritonem X–100. Ten měl potlačovat 
shlukování částic uhlíku. Vzhledem k malému množství pracovního materiálu, používaného 
pro plnění detektoru, jde o velmi ekonomickou metodu i v případě, že by byl pracovní materiál 
měněn po každém nástřiku vzorku [29]. 
Pro dostatečnou opakovatelnost obnovy pracovního materiálu je klíčovým faktorem 
konstantnost složení plnící suspenze. Toho bylo dosaženo jemným mícháním suspenze 
umístěné ve čtvercové baňce rychlostí 30 rpm [26]. 
V literatuře jsou popsány dvě možnosti odstranění pasivovaného pracovního materiálu z jet–
ring cely. Použité částice mohou být z detektoru vytlačovány pomocí peristaltické pumpy [26, 
29] nebo po otočení toku odstraněny ze systému za použití vícecestného ventilu [19, 32, 33]. 
Oba způsoby lze teoreticky automatizovat. První způsob je rychlejší a velmi spolehlivý. Druhý 
způsob je elegantnější, jelikož k obsluze systému stačí jediná pumpa a umožňuje snadnější 
automatizaci. Obnova elektrodového materiálu trvá v obou případech méně než jednu 
minutu [29]. 
Odstranění částic z detektoru obráceným tokem je dále komplikováno dalším faktorem. 
Porézní pracovní elektroda vytvořená z mikročástic je stabilní při průtoku analytu, a i v případě 
zastavení toku technikou stop–flow. Odstranění veškerého pracovního materiálu otočením toku 
není ale vždy dostatečně efektivní. Obzvláště měkčí materiály mají tendenci shlukovat a 
spojovat se. V detektoru je při obráceném toku vzhledem k jeho konstrukci vytvářen 
symetrický tok, v jehož středu se vytváří zóna s nulovým průtokem. Všechny částice menší než 
tento nulový tok následně zůstávají v detektoru. 
V případě amperometrické detekce byly před samotnou aplikací pro komplikované vzorky 
nejprve popsány základní elektrochemické vlastnosti detektoru pomocí hexakyanoželeznatanu 
draselného (při detekčním potenciálu +700 mV oproti platinové elektrodě). Proudová odezva 
oxidace hexakyanoželeznatanu rostla i nad detekční potenciál +600 mV, pravděpodobné 
vysvětlení je potenciálový pokles porézní elektrody popsaný již dříve [34-36]. Jet–ring cela 
měla při této charakterizaci jinak velmi dobré základní elektrochemické vlastnosti, zejména pak 
výbornou opakovatelnost měření (RSD 1,1 %), velmi širokou linearitu odezvy (více než 6 řádů) 
a nízký detekční limit stanovení 50 nmol l–1 [29]. 
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Jet–ring cela je velmi zajímavý a univerzální koncept, kdy je možné připravovat kompaktní 
vrstvu z mikročástic za použití různorodého pracovního materiálu. Nejde o zcela dokonalý 
systém, ale pro tuto disertační práci se stal základem při přípravě nového konstrukčního řešení. 
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5. Měď jako elektrodový materiál 
 
 
První experimentální práce, využívající vzniku komplexů mědi k elektrochemickému 
stanovení koncentrace sledované látky, nepoužívaly měď přímo jako pracovní materiál 
elektrody. Namísto toho byly ionty mědi přidávány přímo do základního elektrolytu nebo 
nosného roztoku a byl měřen pokles jejich koncentrace potenciometricky. V případě HPLC 
uspořádání byly ionty přidávány do roztoku až za kolonou před detektorem. Tato technika má 
ale jeden zásadní nedostatek, rozšiřování píků [1]. Proto se pro stanovení začaly používat 
pracovní elektrody z mědi, které již tímto nedostatkem netrpí [2]. 
Komplexotvorná reakce se velmi dobře uplatňuje při stanovení AK, tvořících s mědnatými 
ionty velmi stabilní komplexy. Jejich zpětná reakce je díky tomu velmi pomalá [3, 4]. Kromě 
AK lze touto technikou stanovovat i polykarboxylové kyseliny, jako například kyselinu 
šťavelovou, maleinovou, citronovou, isocitronovou a vinnou [1, 2, 4-14]. 
Elektrochemický mechanismus komplexotvorné reakce využívá měďnaté ionty přítomné ve 
vrstvě oxidů, které vystupují jako centrální atomy. AK a polykarbonylové kyseliny představují 
v této reakci ligandy. Komplexotvorná reakce urychluje oxidaci povrchu měděné elektrody a 
reakce s ligandy má za následek nárůst anodického proudu, který je úměrný jejich koncentraci. 
Odezva je závislá na stabilitě vzniklého komplexu a kinetice komplexotvorné reakce. Jde tedy 
o selektivní metodu vhodnou pro ligandy schopné rychle tvořit stabilní komplexy s mědí [15]. 
Komplexotvorná reakce vyžaduje specifické podmínky. Elektrodová kinetika je velmi 
rychlá při použití fosfátového a uhličitanového pufru. Naopak při použití borátového pufru je 
elektrodová kinetika hlavní limitní faktor proudové odezvy, a proto se tento pufr v praxi 
nepoužívá [4]. 
Citlivost detekce dále roste se snižující se koncentrací použitého pufru a s nárůstem pH. 
V případě reakce s pomalou kinetikou je dále vhodné použití nižších průtokových rychlostí [12, 
16]. Odezva detektoru v tomto případě klesá s narůstající průtokovou rychlostí. Pokles je dle 
experimentálních měření lineární pro glycin a exponenciální pro ostatní AK. Toto chování 
naznačuje, že odezva detektoru je řízena pouze kinetikou komplexotvorné reakce [16]. Na 
druhou stranu bylo experimentálně prokázáno, že pro AK s velmi rychlou kinetikou je proces 
alespoň částečně řízen konvektivní difuzí a odezva detektoru s rostoucí průtokovou rychlostí 
Kapitola 5  Měď jako elektrodový materiál 
 
37 
stoupá [3]. Odezva detektoru tedy roste se stoupající průtokovou rychlostí, ale pouze 
v případech, kdy je komplexotvorná reakce AK opravdu velmi rychlá. V ostatních případech 
dochází k poklesu, a to bez přímé závislosti na geometrii pracovní cely. 
Dalším zásadním faktorem je pH. Vhodné je použití pH v oblasti 6 až 11. Pokud je měděná 
elektroda anodizovaná ve slabě kyselém prostředí pufrů, dochází k rychlému pokrytí jejího 
povrchu vrstvou oxidů a hydroxidů, čímž je pracovní materiál pasivován. Při pH 3–4 dochází 
k tvorbě nerozpustné vrstvy oxidu mědného [17, 18]. Dále se v závislosti na složení použitých 
roztoků tvoří oxid mědnatý, hydroxid mědnatý a jiné mědnaté soli [19, 20]. Při nižších pH není 
elektroda aktivována a proudová odezva odpovídá přímé oxidaci Cu na Cu2+ [14]. 
Pokud je elektroda kladně nabita v roztocích s vyšším pH (6–11) dochází nejprve 
k vytvoření mědné(I) vrstvy, která pokrývá povrch elektrody. Síla této vrstvy není závislá na 
vkládaném potenciálu. Mědnaté ionty se tvoří až při vložení kladnějších potenciálů a mají 
schopnost difundovat vrstvou mědi(I). Rozpustnost mědnatých iontů je však omezena a 
koncentraci iontů na povrchu elektrody lze tedy vkládaným potenciálem ovlivnit jen do určité 
maximální hodnoty. Při dalším zvyšování potenciálu již nedochází k navýšení koncentrace 
iontů na povrchu, ale k tvorbě oxidů a hydroxidů s mědnatými ionty. Koncentraci měďnatých 
iontů na povrchu elektrody lze odvodit z Nernst–Kirchoffovy rovnice. 
V případě použití kolony na bázi silikagelu je navíc použitelná hodnota pH omezena i 
stabilitou kolony. V tomto případě musí být pH udržováno na hodnotě 6,5–7,0, což je pH 
vhodné pro elektrochemickou detekci i samotnou kolonu. Navíc byla v reverzní fázi 
pozorována tvorba dvojpíků při vyšších použitých pH. První pík je důsledkem formování 
dimerních nebo polymerních komplexů [21]. Tyto limity byly však díky rozvoji a použití 
nových materiálů v HPLC odstraněny.  
V nosném roztoku dále není vhodné použití vyšší koncentrace organických rozpouštědel 
(běžně se používá do 10 %). Organická rozpouštědla snižují rychlost komplexotvorné reakce a 
snižují tak citlivost stanovení. Tento efekt je způsoben snížením relativní permitivity, což 
snižuje konstantu rychlosti iontové reakce [22, 23]. 
Pro stanovení AK se tedy nejčastěji používá nosný roztok nebo mobilní fáze z fosfátového 
pufru o koncentraci 0,25M a o pH 6,8. Volí se průtokové rychlosti nižší než 1 ml min–1 a 
detekční potenciály +0,1 až +0,15 V [16, 24]. Možnosti optimalizace separačních podmínek 
jsou tedy významně omezeny.  
Experimentálně bylo prokázáno, že odezva není příliš závislá na geometrii pracovní cely, 
což potvrzuje teorii, že hlavní úlohu zde má kinetika komplexotvorné reakce [16]. Velikost 
proudu měděné elektrody závisí dále ještě na několika faktorech, a to zejména na 
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termodynamice (stabilitě vznikajícího komplexu). Další faktory již však nemají takový 
vliv [14].  
Analytické detekční techniky využívající komplexotvorné reakce s mědí lze rozdělit na 
amperometrické a potenciometrické. Potenciometrická detekce měří změny potenciálu 
elektrody v závislosti na vzniku měděných komplexů ve vrstvě oxidů. Tato technika má však 
nelineární průběh kalibračních křivek a omezenou citlivost. Aby bylo dosaženo lineární odezvy 
elektrody, musel by být v roztoku dostatečně velký nadbytek měďnatých iontů, což by naopak 
vedlo k nízké změně potenciálu elektrody [4].  
Vhodnější technikou je proto amperometrické stanovení využívající usnadněného 
rozpouštění hydratovaných oxidů na povrchu mědi, které je citlivější a má univerzálnější 
použití (netrpí nelineárností kalibračních závislostí) [4].  
Pro stanovení AK byly použity různé designy pracovních elektrod, jako například rotační 
disková elektroda [4], tubulární elektroda [3, 5], detektor na bázi měděného drátku [2, 4, 6-12, 
25] a mikrocylindrická elektroda [24]. 
Podobné elektrochemické a komplexační vlastnosti jako měď mají i jiné kovy, zejména rtuť, 
kobalt a nikl. Ty však již nejsou vhodnými elektrodovými materiály. Nikl a kobalt mají 
mnohem složitější a pomalejší elektrodovou reakci a v případě rtuti dochází k rychlému 
transportu elektrochemicky generovaných volných iontů od elektrody [15, 16].  
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6. Výsledky a diskuze 
 
 
6.1. Detektor na bázi skelného uhlíku 
 
Konstrukce coulometrického detektoru popsaná v rámci této disertační práce navazuje na 
koncept představený již v mé diplomové práci [1] a dále jej rozvíjí. Obě tyto konstrukce mají 
stejný základ, ale liší se zejména v těle detektoru, což je nejlépe patrné z nákresu obou detektorů 
uvedených na obrázku 6.1. 
Základem obou detektorů je teflonová kapilára (PTFE, 1/16“ × 0,50 mm ID, VICI, USA) 
s vnitřním průměrem 0,5 mm, která je u svého ústí tepelně zploštěna a roztažena. Vnitřní profil 
kapiláry u ústí není vzhledem k tepelnému zploštění zcela válcovitý, ale částečně kónický s 
vnitřním průměrem u ústí až 0,7 mm. Do stěny kapiláry je 3 mm nad jejím ústím jehlou 
zhotoven kruhový otvor, který slouží pro zavedení kontaktu pracovního materiálu v podobě 
platinového drátku o průměru 0,4 mm. Všechny podstatné rozměry detektoru jsou znázorněny 
na obrázku 6.2. Zavedený kontakt je fixován a zpevněn vrstvou polystyrenu a dvou vrstev 
tepelně smršťovací bužírky. Takto upravená kapilára je zavedena do šroubu (PEEK Fingertight 
Nuts for Flanged ¼–28 Connections, VICI, USA). K ústí kapiláry je přiložen flitr z filtračního 
papíru. Filtr je u ústí kapiláry držen tělem detektoru, který, jak již bylo zmíněno, se pro obě 
konstrukce liší. Přesný popis konstrukce společně s popisem výměny pracovního materiálu a 
detailním popisem základních elektrochemických vlastností detektoru jsou uvedeny v příloze 1 
a 2 této disertační práce. 
Z obrázku 6.1 je patrné, že původní koncept měl komplikovanější konstrukci. Původně byl 
totiž filtr držen u ústí kapiláry dvěma opačně orientovanými šrouby fixovanými proti sobě 
spojkou. Na kapiláru s pracovním materiálem doléhala druhá tepelně roztažená kapilára, jejíž 
délka byla 5 mm a vnitřní průměr 1 mm [1]. 
Protichůdný šroub se spojkou byl v rámci této disertační práce nahrazen záslepkou. 
Komerčně dostupná záslepka (Tefzel EFTE Cap for ¼–28 Nut, IDEX Health & Science, USA) 
byla upravena tak, že do ní byl ve spodní části vyvrtán kruhový otvor o průměru 1,2 mm. Spodní 
část spojky byla zbroušena tak, aby spodní stěna měla šířku pouhé 2 mm. Vyvrtaný otvor byl 
ještě zbroušen a částečně i skosen, takže se od ústí kapiláry průměr vyvrtaného otvoru zvětšoval 
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až k 1,6 mm. Větší průměr vyvrtaného otvoru vedl již jen k nestabilitě filtru u ústí kapiláry, 
který se při průtoku kapaliny protrhával. 
Hlavní slabinou původní konstrukce není její větší komplikovanost, ale zejména 
nedostačující vodivé spojení mezi pracovním materiálem a pomocnou a referenční elektrodou. 
Toto spojení představuje pouze úzký kanálek charakterizovaný vnitřním průměrem teflonové 
kapiláry, což nepříznivě ovlivňuje efektivní vzdálenost a elektrický odpor mezi elektrodami [2]. 
To má negativní vliv na základní elektrochemické vlastnosti detektoru. Konstrukční úpravy 
popsané v této disertační práci tento nedostatek odstraňují. 
Pro testování základních elektrochemických vlastností obou konstrukcí byly použity dvě 
stejné modelové látky, hydrochinon a hexakyanoželeznatan draselný. Díky tomu lze obě 
konstrukce a jejich vlastnosti snadno porovnat. Diskutovány budou stupně konverze, průběh 
hydrodynamických volatamogramů (včetně detekčního potenciálu) a průběh kalibračních 
křivek.  
Původní detektor dosahoval vysokých hodnot stupně konverze, přesněji pracoval s účinností 
90,1 % pro hexakyanoželeznatan draselný a 81,7 % pro hydrochinon [1]. Jde o vyšší hodnoty, 
než běžně dosahují amperometrické detektory, ale nedocházelo k úplným přeměnám 
stanovovaných látek. Konstrukční úpravy představené v předcházejících odstavcích měly za 
následek nárůst stupně konverze až ke 100 % (přesněji bylo dosaženo stupně konverze 99,8 % 
pro hexakyanoželeznatan draselný a 109,1 % pro hydrochinon). Detektor vyvinutý v této 
disertační práci tak může být označený jako coulometrický dle definice uvedené v kapitole 1.1.  
Rozdílné elektrochemické vlastnosti se projevují i v případě tvaru hydrodynamických 
voltamogramů. Hlavní rozdíl není ve strmosti naměřených křivek, ale v jejich vývoji po 
dosažení maxima. V případě hexakyanoželeznatanu draselného a původního detektoru bylo 
dosaženo maxima při vložení potenciálu +0,5 V [1], dále však s narůstajícím potenciálem 
docházelo k poklesu proudové odezvy, což neodpovídá teoretickému popisu reverzibilního 
děje. V tomto případě se nejspíše projevil vliv velké efektivní vzdálenosti mezi pracovní a 
referenční elektrodou. Upravený detektor má maximum hydrodynamického voltamogramu při 
+0,6 V. Následné zvyšování vkládaného potenciálu již nemá zásadní vliv na odezvu detektoru, 
dochází pouze k nárůstu proudu pozadí. Proud pozadí navíc dosahuje po úpravě konstrukce 
čtyřikrát nižších hodnot (viz obr 6.3) než v případě původního detektoru. Obdobné změny jsou 
pozorovatelné i v případě hydrochinonu, ačkoliv pro tuto látku již nejsou tak markantní. U 
hydrochinonu také nedošlo k zásadní změně optimálního detekčního potenciálu, pouze z +1,2 
V [1] na +1,1 V. Jak je patrné, detekční potenciály se pro obě konstrukce významně neliší. 
Všechny naměřené hodnoty detekčních potenciálů jsou však vyšší než teoretické hodnoty pro 
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skelný uhlík, což je pravděpodobně způsobeno špatným rozložením potenciálu na pracovní 
elektrodě, pozorovaným u porézních detektorů již dříve, nebo špatnou kompenzací iR 
spádu [2]. 
Dále měla úprava konstrukce detektoru zásadní vliv i na tvar kalibračních křivek. Pro obě 
modelové látky byl v původní konstrukci představené v rámci diplomové práce patrný velký 
záporný úsek a kalibrační křivky vyhodnocené z ploch píků měly lineární průběh jen pro 
koncentrace vyšší než 20 µmol l–1 [1]. Úpravou konstrukce došlo k zásadnímu vylepšení 
záporného úseku kalibrační křivky a bylo dosaženo lineárního rozsahu až do limitů detekce pro 
obě modelové látky (viz tabulka 6.1). Záporný úsek však nebyl zcela odstraněn. 
Díky úpravám detektoru, které jsou popsané v této kapitole, byly významně vylepšeny 
všechny jeho hlavní elektrochemické vlastnosti, zejména pak došlo k nárůstu dynamického 
lineárního rozsahu kalibračních křivek a stupně konverze. Náš koncept navíc oproti jet–ring 
elektrodě představené v kapitole 4 pracuje s úplnou přeměnou sledovaných látek a netrpí 
nulovým tokem při výměně materiálu technikou obráceného toku. 
 
 
 
Tabulka 6.1 Porovnání kalibračních křivek vyhodnocených z plochy píků pro původní 
konstrukci představenou v diplomové práci [1] a pro upravenou konstrukci představenou v této 
disertační práci 
analyt konstrukce 
dynamický 
lineární rozsah 
(µmol L–1) 
úsek 
(μA s) 
korelační 
koeficient 
hexakyanoželeznatan původní 20–100 –68,3 0,9984 
draselný upravená 8–100 –40,8  0,9981 
hydrochinon původní 20–100 –148,2 0,9951 
 upravená 6–100 –82,2 0,9997 
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Obrázek 6.1 Porovnání konstrukcí elektrochemických detektorů na bázi uhlíku složeného 
z kontaktu (1), přívodní kapiláry (2), šroubu (3), pracovního materiálu z mikrokuliček 
uhlíku (4), železných podložek (5 a 10), filtru (6), záslepky (7), spojky (8), protichůdného 
šroubu (9) a odvodní kapiláry (11). 
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Obrázek 6.2 Rozměry coulometrického detektoru se znázorněním rozložení pracovní, 
referenční (1) a pomocné (2) elektrody (A) a znázornění izolace kontaktu zavedeného skrz stěnu 
přívodní teflonové kapiláry (B) vrstvou polystyrenu (3) a dvěma vrstvami tepelně smršťovací 
bužírky (4 a 5). 
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Obrázek 6.3 Hydrodynamické voltamogramy z ploch píků hexakyanoželeznatanu draselného 
(1×10–4 mol l–1) naměřeného původní konstrukcí představenou v diplomové práci [1] (A) a 
upravenou konstrukci představenou v této disertační práci (B) za optimálních podmínek 
s objemem dávkovací smyčky 100 µl a průtokovou rychlostí 0,5 ml min–1 (A), respektive 
0,6 ml min–1 (B). 
 
 
6.2. Aplikace detektoru na bázi mikročástic skelného uhlíku 
 
V předcházející kapitole byl představen nový coulometrický detektor na bázi mikročástic 
skelného uhlíku a byly diskutovány některé jeho základní elektrochemické vlastnosti. Tato 
kapitola bude věnována ukázkám aplikací tohoto detektoru při stanovení látek používaných ve 
farmacii a lidském lékařství (jejich vlastnosti jsou rozebrány v kapitole 2). 
Byly vyvinuty celkem čtyři nové analytické metody, přičemž postupně docházelo k použití 
detektoru v kombinaci s náročnější experimentální instrumentací. Nejprve byla vyvinuta 
metoda stanovení thymolu a AK tyrosinu technikou FIA. Na ní navazuje stanovení 
sulfamethizolu technikou HPLC s izokratickou elucí. Ve všech těchto případech byla použita 
lineární pumpa, jejíž stabilní průtoková rychlost omezuje kolísání proudu pozadí. Vývoj těchto 
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metod je detailně popsán v přílohách 2 (thymol a sulfamethizol) a 5 (tyrosin) této disertační 
práce. 
Nakonec byla vyvinuta metoda simultánního stanovení HVA a VMA v lidské moči 
technikou HPLC s gradientovou elucí (příloha číslo 3 této disertační práce). Jde o první aplikaci 
detektoru ve spojitosti s gradientovou pumpou. Ta je v moderních HPLC systémech používaná 
mnohem častěji než pumpa lineární, ale generuje tlakové pulzy, které v kombinaci s velkým 
aktivním povrchem pracovní elektrody mohou vést k nestabilnímu proudu pozadí. 
Thymol, sulfamethizol a tyrosin silně pasivovaly pracovní materiál. Odezva detektoru byla 
stabilní pouze pro 6 nástřiků v případě thymolu a 3 nástřiky pro sulfamethizol a tyrosin. 
V případě HVA a VMA nebyla pasivace takový problém, prvních 10 nástřiků mělo stabilní 
odezvu. Problematické bylo ale stanovení jejich koncentrace v reálných vzorcích moči. V této 
komplikované biologické matrici opět docházelo k silné pasivaci. Jak bylo uvedeno 
v kapitole 4, v případě porézních detektorů je pasivace zásadní problém a nejčastěji vyžaduje 
výměnu celého pracovního materiálu. Snadná výměna pracovního materiálu je jedna z hlavních 
výhod vyvinutého detektoru. Aby byl ale detektor použitelný pro praktické aplikace a zejména 
pak ve spojení s HPLC, musí být tato výměna dostatečně reprodukovatelná. 
Pro všechny tyto látky byla určena relativní směrodatná odchylka (RSD) odezvy detektoru 
po opakované výměně pracovního materiálu tak, jak je tento proces popsán v příloze 1 a 2. 
Všechna měření probíhala za optimálních podmínek. V případě FIA stanovení thymolu a 
tyrosinu byla pracovní náplň vyměněna pětkrát s výsledným RSD 4,2 % pro thymol a 5,0 % 
pro tyrosin. Pět výměn pracovního materiálu bylo otestováno i v případě HPLC stanovení 
sulfamethizolu, kde RSD dosáhl 6,3 %. V případě HPLC stanovení HVA a VMA bylo 
otestováno sedm výměn pracovního materiálu s výsledným RSD 3,7 % pro HVA a 3,8 % pro 
VMA. 
Všechny získané hodnoty jsou v dobré shodě a jsou srovnatelné s ostatními 
elektrochemickými technikami. Například v případě HPLC měření s wall–jet uspořádáním 
CPE bylo RSD pro 10 obnov povrchu 4,8 % pro thymol [3] a 4,9 % pro sulfamethizol [4], což 
jsou běžné hodnoty pro CPE [5, 6]. 
Dalšími pro detektory v průtokovém uspořádání zásadními parametry jsou citlivost a lineární 
dynamický rozsah, tyto parametry jsou pro všechny látky shrnuty v tabulce 6.2 společně 
s dalšími parametry kalibračních křivek. Dosažené LoQ jsou v dobré shodě s ostatními 
metodami stanovení sledovaných látek, které jsou uvedené v kapitole 2. Lineární dynamický 
rozsah pokrývá ve všech případech alespoň dva koncentrační řády. Základní vlastnosti 
detektoru jsou tedy srovnatelné s ostatními běžně používanými detekčními technikami. 
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Tabulka 6.2 Charakteristika kalibračních křivek a LoQ látek stanovených na coulometrickém 
detektoru za optimálních podmínek; vyhodnoceno z ploch píků. 
Látka  Technika 
stanovení 
Lineární 
dynamický 
rozsah 
(µmol L–1) 
Směrnice  
(µAs 
µmol–1 L) 
Úsek 
(µAs) 
Korelační 
koeficient 
LoQ 
(µmol L–1) 
Thymol FIA 2–100 7,65 –18,3 0,999 0,97 
Tyrosin FIA 1–100 10,7 5,37 0,995 1,60 
Sulfamethizol HPLC 
izokratická 
0,1–100 3,59 –1,1 0,999 0,04 
HVA HPLC 
gradient 
1–100 1,094 –3,435 0,996 1,31 
VMA HPLC 
gradient 
1–100 4,007 –2,274 0,998 0,65 
 
 
6.3. Porovnání detektoru na bázi uhlíku a mědi  
 
Coulometrický detektor představený v předcházejících dvou kapitolách přináší zajímavou 
možnost snadné výměny druhu pracovního materiálu. Teoreticky je možné detektor plnit 
libovolným materiálem, pokud jsou dostupné jeho mikročástice. Prakticky je s tím však spojeno 
několik problémů, které budou blíže rozebrány v této kapitole, kde bude představena možnost 
plnit detektor mikročásticemi mědi. Jak bylo vysvětleno v kapitole 5, měď je 
z elektrochemického hlediska velmi zajímavý materiál. 
Hlavní překážkou pro snadné nahrazení uhlíku jiným pracovním materiálem mohou být 
fyzikální vlastnosti tohoto materiálu. Skelný uhlík má poměrně nízkou hustotu [7], a je tak 
možné připravit jeho stabilní dávkovací suspenzi. Kovy mají hustotu mnohem větší a jejich 
suspenze tak byla stabilní jen několik sekund, což komplikovalo způsob plnění detektoru. 
Jednak dávkovaný objem suspenze neobsahoval vždy reprodukovatelné množství měděných 
mikročástic a jednak se částice mědi velmi rychle usazovaly v plnícím systému a plnění 
detektoru tak bylo velmi zdlouhavé. 
Nejprve bylo tedy nutné upravit původní způsob plnění detektoru, který byl používán pro 
skelný uhlík a je přesněji popsán v příloze 1 a 2. Byl zvýšen průtok nosného roztoku v plnícím 
systému z původního 1 na 2 ml min–1. Dávkovací suspenze byla připravena s dvojnásobným 
množstvím mikročástic pracovního materiálu, tedy s 60 mg mědi na 9 ml rozpouštědla.  
Vzhledem k nízké stabilitě suspenze však tyto úpravy nevedly k reprodukovatelnému plnění, 
proto byl vyzkoušen způsob ukončení plnění detektoru při dosažení přesně definovaného tlaku. 
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Ve chvíli, kdy došlo k nárůstu tlaku na definovanou hodnotu, byl přerušen tok nosného roztoku. 
V plnícím systému zůstával přebytek mědi, který byl použit při následující výměně pracovního 
materiálu. Detektor tedy již nebyl plněn přesně definovaným objemem 500 µl, ale na tlak 2 
MPa. Změnu výšky sloupce pracovního materiálu tedy nelze ovlivnit změnou objemu plnící 
cívky (popřípadě změnou složení plnící suspenze). V tomto případě je výška sloupce měněna 
konečnou hodnotou tlaku plnícího systému. To by mohlo mít výhodu pro potencionální 
automatizaci plnění. Moderní systémy dokážou přerušit tok při dosažení požadovaného tlaku 
s velkou přesností. Rychlost plnění detektoru je obdobná pro oba postupy a pracovní materiál 
je v detektoru vyměněn do 1 minuty. Mírnou nevýhodou je větší spotřeba nosného roztoku, ale 
vzhledem k rychlosti výměny pracovního materiálu nejde o nikterak zásadní množství.  
Srovnatelná je i výška sloupce pracovního materiálu v detektoru. Výška uhlíkového sloupce 
v detektoru je 4±0,6 mm a výška měděného sloupce je 4,5±0,2 mm. Z hodnot vypočtených 
směrodatných odchylek lze vypozorovat i zlepšení opakovatelnosti plnění detektoru při plnění 
na přesně definovaný tlak. 
Suspenze se dále liší v použitém rozpouštědle. Měděné mikročástice musely být před 
použitím aktivovány, protože jejich povrch byl pokryt vrstvou měděnky vzniklé dlouhodobým 
působením vzduchu. Suspenze je tedy připravována ve vodném roztoku kyseliny dusičné, 
přesný postup je uveden v příloze číslo 5. Mikročástice mědi jsou tak v suspenzi vystaveny 
stálému působení kyseliny, reakce je sice zpomalena přidáním destilované vody po ukončení 
aktivace povrchu mikročástic, ale i tak dochází k zásadnímu snížení životnosti plnící suspenze. 
Suspenze na bázi mědi má životnost jeden týden. Suspenze na bázi mikročástic uhlíku je 
stabilní minimálně po dobu jednoho měsíce. 
Nakonec byla částečně upravena i konstrukce detektoru, přesněji byl změněn způsob 
zavedení kontaktu. Původní konstrukce byla pro měření dostačující, ale životnost detektoru 
byla omezena, stejně jako v případě uhlíkového detektoru, postupným zanášením platinového 
kontaktu. V případě pasivace kontaktu je detektor nezbytné rozebrat a kontakt mechanicky 
obnovit. V případě měděného pracovního materiálu byl povrch platiny zřejmě zanášen 
vzniklými sloučeninami mědi.  
Plocha kontaktu je v původní konstrukci co nejmenší, aby nedocházelo k elektrochemické 
reakci přímo na platině. V případě měděného detektoru je však vkládaný potenciál velmi nízký. 
Mimoto většina AK ani nepodléhá elektrochemické přeměně. Oba tyto faktory byly vysvětleny 
v kapitole 5 této disertační práce. Platinový kontakt v tomto případě tedy nemá vliv na odezvu 
detektoru a jeho plocha není nikterak limitována. 
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Kontakt byl tedy do kapiláry zaveden stejně jako v případě platinového tubulárního 
průtokového detektoru [8]. Namísto malého otvoru ve stěně kapiláry byla kapilára rozříznuta 
napříč na dvě části. Obě části byly postupně zlehka zahřáty, aby se teflon stal měkčím, a do 
jejich vnitřního prostoru byla zavedena platinová trubička s vnitřním průměrem 5 mm a vnějším 
průměrem 6 mm. Vnitřní průměr platinové trubičky tedy odpovídá průměru teflonové kapiláry. 
Kontakt by tedy neměl mít výrazný vliv na vnitřní tvar detektoru a hydrodynamické vlastnosti 
by měly být srovnatelné s původní konstrukcí detektoru na bázi mikročástic uhlíku. Porovnání 
obou konstrukcí je uvedeno v příloze 5 této disertační práce. 
Takto připravený detektor vykazoval delší životnost, díky významně větší ploše kontaktu. 
Jeho příprava je snadnější. Navíc nedocházelo při jeho přípravě k výrobě nefunkčních kusů, 
jako v případě původní konstrukce. Zhruba jeden ze tří nově připravených detektorů dle 
původní konstrukce neposkytoval signál, nejspíš kvůli špatnému zavedení kontaktu, a dva z pěti 
vykazovaly netěsnost zavedeného kontaktu.  
Na druhou stranu vyžaduje konstrukce na bázi platinové trubičky náročnější údržbu. 
Detektor musí být uchováván v methanolu, aby nedošlo k vyschnutí povrchu kontaktu, a před 
analýzou je nezbytné kontakt elektrochemicky aktivovat dle postupu uvedeného v příloze 
číslo 5 této disertační práce. 
 
6.4. Výsledky stanovení aminokyselin 
 
Pomocí nově vyvinutého detektoru byly stanoveny celkem tři aminokyseliny, z toho alanin 
a fenylalanin na měděném pracovním materiálu a tyrosin na pracovní elektrodě ze skelného 
uhlíku. Výsledky získané při stanovení tyrosinu byly již částečně diskutovány v kapitole 6.2. 
V této kapitole tyrosin slouží zejména pro porovnání obou použitých pracovních materiálů, 
jelikož jde o látku s podobnou strukturou, jako má fenylalanin. Výsledky tohoto porovnání jsou 
podrobně rozebrány v příloze číslo 5. Příloha číslo 4 této disertační práce je pak věnovaná 
stanovení alaninu. 
Pro fenylalanin a alanin byly určeny optimální hodnoty detekčního potenciálu a průtokové 
rychlosti. Ostatní podmínky analýzy byly přebrány z literatury a jsou uvedeny v kapitole 5. Oba 
stanovované parametry vyšly pro AK stejně. To potvrzuje, že optimální podmínky jsou 
limitovány samotnou komplexotvornou reakcí, nikoliv přímo stanovovanou aminokyselinou.  
Optimální detekční potenciál stanovení AK je +0,2 V. V literatuře se běžně vyskytují 
hodnoty detekčního potenciálu od +0,1 do +0,15 V [9-11]. Detektor tedy pracuje s nepatrně 
vyšším detekčním potenciálem. To je pravděpodobně dáno efektivní vzdáleností, která 
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způsobuje potenciálový pokles na pracovní elektrodě. Optimální průtoková rychlost je 0,6 ml 
min–1. Pro optimalizační proceduru tyrosinu byla použita vícedimensionální statistická metoda. 
Následně byl ještě pro potvrzení optimálního detekčního potenciálu naměřen hydrodynamický 
voltamogram, ze kterého byla určena hodnota +1,3 V. Ostatní optimální podmínky stanovení 
jsou uvedeny v příloze číslo 5. Za optimálních podmínek byly následně měřeny kalibrační 
závislosti, určen LoQ a posouzena opakovatelnost plnění pro oba pracovní materiály. 
Detektor na bázi mědi poskytoval lepší hodnoty RSD pro opakovatelnost plnění detektoru, 
přesněji 2,9 % oproti 5,0 % pro uhlíkovou pracovní elektrodu (hodnoceno na základě tří 
různých plnění). Tyto výsledky dobře korelují i s opakovatelností výšky sloupce v detektoru, 
kde směrodatná odchylka pro uhlík je 0,6 mm a pro měď 0,2 mm. Na druhou stranu je detektor 
plněn větším množstvím materiálu, než je dle teoretických výpočtů uvedených v příloze 2 
nezbytné a přebytek pracovního materiálu se již nepodílí na elektrochemické reakci. Oba 
výsledky opakovatelnosti plnění tak lze považovat za srovnatelné. 
V případě limitů kvantifikace (tabulka 6.3) lze konstatovat, že pro obě AK stanovené na 
měděné pracovní elektrodě došlo k dosažení obdobných hodnot LoQ, a že citlivější je stanovení 
AK na mikročásticích skelného uhlíku. Odezvy na měděných mikročásticích jsou obecně 
řádově nižší než na uhlíkových. Tento rozdíl je dán samotnou podstatou obou použitých 
elektrochemických dějů. Na druhou stranu má měděný pracovní materiál i výrazně nižší proud 
pozadí. Pro všechny stanovované látky bylo dosaženo hodnot kvantifikačních limitů 
dostačujících pro většinu běžných aplikací. Lineární dynamické rozsahy pro oba pracovní 
materiály pokrývají dva řády (v případě stanovení z plochy píků).  
Ze všech porovnávaných kritérií tedy nevyplývá, že by jeden z pracovních materiálů byl 
z analytického pohledu výrazně vhodnější pro praktická stanovení AK. Obě metody lze 
hodnotit jako vyrovnané. Volba pracovního materiálu tedy spíše záleží na stanovované AK a 
matrici vzorku. Většina AK není elektrochemicky aktivní a na pracovní elektrodě ze skelného 
uhlíku je nelze stanovit. Na měděné elektrodě lze stanovit všechny AK a jde o velmi selektivní 
metodu. Na druhou stranu vyžaduje komplexotvorná reakce poměrně striktní analytické 
podmínky, což může komplikovat optimalizaci separačních podmínek.  
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Tab. 6.3 – Porovnání kalibračních křivek a limitů kvantifikace stanovených AK 
Vyhodnoceno 
z 
AK Pracovní 
materiál 
Lineární 
dynamický rozsah  
(µmol L–1) 
Korelační 
koeficient 
LoQ  
(µmol L–1) 
Plocha píku Tyrosin uhlík 2–100 0,995 1,6 
 Alanin měď 20–1000 0,996 13,5 
 Fenylalanin měď 2–1000 0,985 4,7 
Výška píku Tyrosin uhlík 2–60 0,992 1,7 
 Alanin měď 20–1000 0,998 17,1 
 Fenylalanine měď 2–600 0,986 3,9 
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7. Závěr 
 
 
V rámci této disertační práce byl představen nově vyvinutý průtokový detektor s konceptem 
snadné obnovy pracovního materiálu. Detektor byl navržen jako ekonomicky příznivé řešení 
boje s historií a pasivací porézních elektrod. Hlavní výhodou je jeho snadná konstrukce při 
zachování dobrých elektrochemických vlastností, které byly otestovány na modelových látkách 
– hexakyanoželeznatanu draselném a hydrochinonu. Detektor dosahuje vysokého stupně 
konverze pohybujícího se okolo 100 % a lze ho tedy označit za coulometrický.  
Způsob plnění detektoru navíc umožňuje použití různých pracovních materiálů pro přípravu 
jeho pracovní elektrody. S úspěchem byly otestovány mikrokuličky skelného uhlíku a 
mikročástice mědi, v obou případech o průměru 10–20 µm. Lze ale očekávat, že pro plnění 
detektoru by mohly být snadno použity i další mikročástice různých kovů a jiné formy uhlíku, 
popřípadě by mohly být otestovány i jiné tvary a velikosti mikročástic. 
Manipulace s detektorem při výměně pracovního materiálu je velmi snadná a pracovní 
materiál je možné vyměnit za 60 sekund. Konstrukce detektoru a způsob výměny pracovního 
materiálu je navíc velmi dobrým příslibem pro případnou automatizaci celého systému. 
Pracovní materiál může být měněn otočením průtoku nosného roztoku za použití vícecestného 
ventilu. V tomto případě by k obsluze teoreticky stačila pouze jedna pumpa. 
Detektor byl otestován ve spojení s instrumentálním uspořádáním FIA a HPLC, tedy 
s nejčastěji v praxi používanými průtokovými metodami, a bylo prokázáno, že ho lze použít i 
v kombinaci s moderní instrumentální aparaturou, zejména pak s gradientovou pumpou 
vysokotlakých systémů. 
Pro detektor na bázi mikrokuliček skelného uhlíku byly vyvinuty celkem čtyři metody 
stanovení látek s uplatněním v lidském lékařství. Přesněji byly vyvinuty metody stanovení 
tyrosinu, thymolu, sulfamethizolu a metoda pro simultánní stanovení HVA a VMA. V případě 
thymolu a sulfamethizolu byly vyvinuté metody použity ke stanovení jejich obsahu v komerčně 
dostupných léčivých přípravcích. Výsledky analýzy byly v dobré shodě s obsahem uváděným 
výrobcem a výsledky stanovení s běžně používanou UV detekcí. Pro HVA a VMA byla úspěšně 
vyvinuta metoda jejich stanovení v lidské moči a byla otestována na reálných vzorcích 
zdravých dárců.  
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Na příkladu všech těchto zmíněných prací bylo prokázáno, že koncept poskytuje spolehlivé 
výsledky s vysokou opakovatelností a citlivostí stanovení. Detektor je tedy vhodným 
kandidátem pro detekci v průtokových metodách. Jeho použití je zejména vhodné v situacích, 
kde dochází k silné pasivaci pracovního materiálu. V těchto případech by mohl nahradit ostatní 
běžně používané elektrochemické detektory. 
Nakonec byla vyvinuta i druhá alternativa konstrukce detektoru s velkou plochou kontaktu 
pracovního materiálu. Tato varianta je ale vhodná pouze pro komplexotvorné reakce na mědi 
jako pracovním materiálu. V případě použití jiných mikročástic je vhodnější původní 
konstrukce s kontaktem z platinového drátku. Plocha platiny je v tomto případě natolik malá, 
že její vliv na elektrochemickou přeměnu stanovované látky je zanedbatelný. 
Modifikovaný detektor na bázi měděných mikročástic byl použit pro stanovení dvou AK, 
alaninu a fenylalaninu. Mimo to byla stanovena třetí AK na elektrodě ze skelného uhlíku, 
tyrosin. Ten byl stanoven jednak pro ověření použitelnosti detektoru na bázi skelného uhlíku a 
jednak byly výsledky z této práce použity i pro porovnání obou technik stanovení 
komplexotvorné reakce na mědi a elektrochemické reakce na skelném uhlíku. Tyrosin a 
fenylalanin jsou totiž strukturně velmi podobné látky.  
Detekce na skelném uhlíku je mírně citlivější, ostatní základní parametry metod jsou ale 
takřka ekvivalentní. Komplexotvorná reakce na mědi je na druhou stranu mnohem selektivnější 
a lze s ní stanovit všechny AK. Tato technika také nevyžaduje zdlouhavou optimalizaci pro 
jednotlivé AK, protože optimální podmínky se vztahují na samotnou komplexotvornou reakci. 
Volba pracovního materiálu tedy záleží zejména na studovaném analytickém problému. 
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